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Bevezetés

A dolgozat két onallo témat mutat be. Az elsé rész hat prokariota C5-
citozin metiltranszferaz altal kivaltott DNS gorbitéssel foglalkozik, mig a
masodik részben a Spiroplasma species-bol izolalhatd SssI metiltranszferaz egy
meghatarozott biotechnoldgiai célra eldallitott variansaival kapcsolatos
eredményeket foglalom 0ssze.

Az ¢élélények DNS-ében a négy ismert bdzison kiviil talalhatunk
modositott bazisokat, amelyek az adenin vagy a citozin metilalt szarmazékai. A
metilaciot a  DNS-metiltranszferazok  végzik, melyek  tobbsége
szekvenciaspecifikus enzim, azaz a DNS-t csak bizonyos, az enzimre jellemzd
nukleotidsorrendnél metilaljak. A metilacié végeredménye N6-metiladenin, N4-
metilcitozin és C5-metilcitozin lehet. A reakcioban felhasznalt metildonor az S-
adenozil-L-metionin (SAM). A DNS-metilacio nincs hatassal a Watson-Crick
bazisparosodas kialakulaséara. A metilcsoport mindharom metilalt bazis esetében
a DNS nagy arkaban helyezkedik el, igy a DNS-ko6t6 fehérjék szamara konnyen
felismerhetd. Mivel a C5-citozin metilazok (C5-MTaz) rovid DNS szekvenciat
ismernek fel és viszonylag kis mérettel rendelkeznek, ezért kitiné alanyaiva
valtak a szekvenciaspecifikus DNS-fehérje kolcsonhatds kutatasnak. A
szerkezeti ¢és miitkodésbeli hasonldsag miatt a prokariota C5-metiltranszferazok
vizsgalata soran nyert informaciok talan eldsegithetik a huméan metiltranszferaz

miitkodésének megeértését is.
A dolgozat el6zményei, célkitiizések
Szamos, a DNS-t szekvenciaspecifikusan felismeré fehérje érdekes

vonasa, hogy a felismerdszekvencia kornyezetében, vagy azon beliil meghajlitja

a DNS-t. Ez a folyamat tobbnyire a DNS felismerés folyamatat segiti eld, de



némely esetben a gorbités, a kialakult fehérje-DNS komplex szerkezet
stabilizalasdhoz is hozzajarul. A BSpRI metiltranszferaz footprint analizise soran
az a hipotézis mertiilt fel, hogy az enzim a felismerdhelyéhez vald kotddésekor
valosziniileg gorbiiletet hoz 1étre. Cirkularis permutacioés gélretardacidval
veégzett vizsgalataink valoban azt mutattdk, hogy a BSpRI MTéz a specifikus
enzim-DNS komplexben meggorbiti a DNS-t. Mivel ez az eredmény
ellentmondani latszott a irodalomban kozolt, mds modszerekkel kapott
eredményeknek, a vizsgilatokba mas CS5-citozin metiltranszferazokat is
bevontunk.

2001-ben csoportunk egy nemzetkdzi konzorcium tagjaként elnyerte az
EU 5. kutatasi keretprogramjanak tamogatisat tetszolegesen modosithato,
"programozhatd" specifitdst CS5-citozin metiltranszferdz eldallitasara. Az
elképzelésiink szerint, ha egy C5-MTazt kovalensen hozzékapcsolunk egy
oligonukleotidhoz (ODN), vagy egy peptid nukleinsavhoz (PNA), akkor az
enzim specifitdsat részben az fogja meghatarozni, hogy a PNA, illetve az ODN
affinitasfarok a genom mely szekvencidjdhoz fog kotddni. A cél, hogy az ODN-
nel, illetve a PNA-val konjugaltatott SssI metiltranszferaz variansok alkalmasak
legyenek arra, hogy szovettenyészetekbe juttatva egy adott gén promoterét in
vivo szelektiven metilaljak és ezaltal a gén transzkripciojat megsziintessék. A
kiilonb6z6 szekvencigju ODN ¢és PNA karok a metiltranszferazt igy
programozhatd  specifitasuva alakitanak at. Csoportunk feladata a
konzorciumban, hogy az Sssl MTaz szerkezetét igy modositsa, hogy alkalmas
legyen ODN-nel vagy PNA-val torténd konjugaciora. A dolgozat masodik része

ezen munka soran kapott eredményeinket mutatja be.



Alkalmazott modszerek

- DNS plazmid tisztitas

- DNS fragmentumok agar6z és poliakrilamid gélelektroforézise

- fehérjék SDS-poliakrilamid gélelektroforezise

- DNS tisztitas agardz és poliakrilamid-gélbol

- Plazmid DNS bejuttatasa Escherichia coli sejtekbe

- Foszforilalt és foszforilalatlan linker-beépités

- PCR reakcidk és a T/A kloénozas

- Helyspecifikus mutagenezis

- A fuzios Sssl metiltranszferazok taltermelése €s tisztitdsa affinitas €s
heparinagar6z oszlopokon

- Sejtextraktum készitése

- Metiltranszferaz aktivitds mérése [*H-metil] csoport beépiilése alapjan

Tudomanyos eredmények és kovetkeztetések

C5-citozin metiltranszferdazok altal kivaltott DNS gorbités vizsgalata

1, A DNS gorbités kimutatasa céljabol négy plazmidot készitettiink (pBend-

GGCC, pBend-GGWCC, pBend-GCGC, pBend-CCGG), amelyek polilinker

szekvenciai alkalmasak a gélretardacidhoz sziikséges cirkuldrisan permutalt

DNS fragmentumok létrehozasara.



2, Hat C5-citozin metiltranszferdzzal végzetiink gélretardacios kisérleteket,
amelyek eredményeibdl a kovetkezéd megallapitast tettiik: A BspRI (az enzim
specifitasa GGCC, a metilalt citozin alahtizva) - 46-50°, a Haelll (GGCC) - 40-
43°, a Sinl (GG*/TCC) - 33-36°, a Sau961 (GGNCC) - 52-57°, a Hpall (CCGG) -
309, illetve a Hhal (GCGC) metiltranszferaz 13°-o0s szogben gorbitette meg a
DNS-t.

3, A BspRI ¢és a Haelll metiltranszferazokkal "phasing" analizist végeztiink
annak az érdekében, hogy meghatarozzuk vajon az enzim a kis vagy a nagy arok
felé¢ gorbiti-e @ DNS-t. Ehhez négy plazmidot hoztunk 1étre (pBSufl, pBSufll,
pBSufl2, pBSufl3), amelyek polilinker szekvenciai az egyedi GGCC
felismerdhelytdl kiillonbozd tavolsagra egy ismert iranyu és mértékii gorbiiletet
hordoz6 DNS szakaszt tartalmaztak. Mindkét metilaznal Ggy taldltuk, hogy az
enzim altal kivaltott gorbiilet a DNS kis arka felé iranyul.

A kisérletek eredményeibdl levonhato kovetkeztetések

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a C5-MTazok kozott — a szerkezeti
hasonlosag ellenére — jelentds kiilonbségek vannak a DNS szubsztrattal valod
kolcsonhatas tekintetében. Osszefliggés latszik a kiilonbdzd specifitasi MTazok
specifitasa és az enzim altal kivaltott DNS hajlitas mértéke kozott: azok az
enzimek, amelyek felismerdhelyében a "target" citozin 3’ szomszédja citozin,
nagyobb gorbiiletet indukalnak, mint azok, melyeknél ebben a pozicidoban
guanin van. Ez legjobban a Hpall, és egy vele azonos specifitast, de a masik
citozint metilaldé C5-MTaz (M.Mspl, CCGG, 140°) 6sszehasonlitasabol latszik.
Adataink azt mutatjak, hogy a DNS meghajlitisa tobb C5-MTéz
szubsztratfelismerési mechanizmusanak 1ényeges eleme.

Milyen szerepet tolt be a DNS gorbités a metilacios folyamat soran? Egy

lehetséges valasz erre a kérdésre az, hogy a DNS gorbitése a



szekvenciaspecifikus DNS felismerés mellett el0segiti a baziskifordulast (base
flipping). A két kristalyszerkezeti modellben jol latszik a metilalt citozin
teljesmértékii, 180°-os kifordulasa a kettOsspiralbol. Molekularis modellezési
vizsgélatok egy kapcsolatot tartak fel a baziskifordulds és a DNS gorbités
kozott. E szerint, a DNS meggorbiilése eldsegiti a baziskifordulést, ugyanakkor
a baziskifordulds utdn a DNS konnyebben hajlik meg. Ez a gondolat felveti azt
az ¢érdekes kérdést, hogy a DNS gorbités a vizsgalt C5-citozin
metiltranszferazok esetében a baziskifordulasnak oka vagy kovetkezménye. Két
modell lehetséges. Az egyik szerint a DNS gorbités a primer folyamat, amely
aztan eldsegiti a metildlando citozin kifordulasat a kettdspirdlbol. A masik
lehetdség, hogy a gorbités a citozin kifordulasa utan kdvetkezik be €s a gorbités
funkcidja igy a kialakult szerkezet stabilitasanak fenntartasa. A masodik modell
valoszinlibb. Bizonyiték lehet erre egyrészt az egymas folotti bazisok
kapcsolatabol szamitott, B-DNS-re vonatkoztatott energia értékek (stacking
energy). A teljes stacking energiaértékek (mind az ugyanazon a szalon 1€vo,
mind a komplementer szdlon 1évd bazisok kozott fellépd kolcsonhatasokkal
szamolva) a citozin bézisra vonatkozatva NCC kornyezetben a kovetkezdk
lehetnek: ha N=Adenin: -6,82; N=Citozin: -5,52; N=Guanin: -7,81; N=Timin: -
5,75 kcal/mol. Ez a CCG kornyezetben (M.Hpall-re esete) —6,17 kcal/mol.
Mivel ezek az ¢értékek nem térnek el nagy mértékben egymastol, a
kvantumenergetikai szamitasok nem magyardzzak miért latunk drasztikus
kiilonbséget az Mspl (140°) és a Hpall (30°) metiltranszferazok altal kivaltott
DNS gorbités kozott. Az energiaértékek hasonldé DNS hajlitdsi mértéket
feltételeznének. A masodik modellt, tehat a baziskifordulds elsédlegességét
tamasztja ald az is, hogy a phasing analizis szerint a Haelll és a BspRI
metiltranszferaz is a kisarok iranyaba hajlitja a DNS-t. Molekulamodellezési
szamitdsok szerint a bdaziskifordulds a kisarok felé energetikailag sokkal
kedvezdtlenebb, mint a nagyarok felé, mivel a kisarki funkcids csoportok

torlddasdhoz vezet. Ha a DNS a felismerdkomplexben a kisarok felé hajlik, mint



azt a kisérleteink mutatjak, akkor a hajlitds varhatéan inkabb akadéalyozna, mint
segitené a baziskifordulast. A DNS gorbités valdsziniileg a baziskifordulds utan
johet 1étre, funkcidja pedig a DNS hélix stabilitdsanak fenntartasa a
felismerékomplexben. A legjabb, Hhal metiltranszferazzal végzett
molekulaenergetikai szamitasok arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy a
baziskifordulas a DNS nagyarkaban torténik. Ez némileg ) megvilagitasba
helyezi a korabbi gorbités ¢és baziskifordulas kapcsolatarol —alkotott
elképzelésiinket. Ha a citozin a nagyarok fele fordul ki a kettds spiralbol, nincs
akadalya annak, hogy a DNS hajlitas megelézze a baziskifordulast. A
baziskifordulas és a DNS gorbités sorrendjének a tisztdzasa tehat még tovabbi
kisérletes munkakat igényel. Feltevésiink szerint a megfigyelt DNS
konformaciovaltozas Osszefligg a citozin bazis DNS-bdl valé kilendiilésével
(base flipping). Ezek a kiilonbségek valoszinlileg azt jelzik, hogy a metilalando
bazis kilendiilése utdn a DNS szerkezete a felismerdszekvenciatol fliggden

kiulonb6z6 modon stabilizalhato.

Az M.Sssl variansok elddllitasa oligonukleotidokhoz és PNA-hoz valo kapcsolas

céljabol

Olyan M.Sssl variansokat kivantunk Iétrehozni, melyek alkalmasak
lesznek az ODN, vagy PNA molekuldkhoz valdé konjugacidra. Az Sssl MTaz
ODN/PNA kovalens kapcsolasra tobb modszer is alkalmasnak latszik. A
bifunkcionalis reagenssel vald keresztkotéshez az SssI metiltranszferazt ugy kell
moddositani, hogy annak C-vagy N-terminalis végén egy cisztein legyen. Az Sssl
metiltranszferaz mikodésehez feltétleniil sziikséges cisztein (C141) mellett még
egy cisztein van (C368). Célszerlinek latszott ennek mas aminosavra valo
cseré¢leése. A kovalens kapcsolasra a kémiai peptid ligaciot is alkalmazhatjuk. A

moddszer feltétele, hogy a fehérje N-termindlis aminosava cisztein legyen. A



variansok tervezésénél szem eldtt kellett tartanunk azt a feltételt, hogy a
fehérjéket minél egyszeribb modszerekkel, homogenitasig tudjuk majd
tisztitani. Ennek érdekében olyan konstrukciokat probaltunk 1étrehozni, amelyek

valamilyen jol tisztithato fuzios fehérjepartnerhez kotottek

A nem fuzios metiltranszferaz variansok

Kezdetben a New England Biolabs cégtdl kapott, az SssI MTazt gént
hordoz6 plazmid, a pCAL7 moddositdsaval probaltunk meg metiltranszferaz
variansokat elkésziteni.
az elkészitett mutansok pCAL7-alapt plazmidban:

Gly386Cys mutans

Cys368Ala mutans

Cys368Ala+Gly386Cys kettds mutans

A pFLAG-MAC plazmid alapu varians eléallitasa

Miutan a pCAL7 plazmid-alapt variansokat nem tudtuk a sziikséges
mértékben tultermeltetni és a homogenitasig tisztitani, kisérletet tettiink az
M.SsslI fuzios fehérjeként torténd eldallitisara. Erre a célra a Sigma cég altal
forgalmazott pFLAG-MAC fuziés plazmidot hasznaltuk. Szamos probalkozas
utan sem sikeriilt a kivant plazmid konstrukciot eléallitani. Az izolalt plazmid
DNS-ek annyiban kiilonboztek a tervezett pFLAG-M.Sssl plazmidtol, hogy egy
nukleotid hianyzott azon a helyen, ahol a két fragmentum ligalodott, emiatt a
fuzi6 sem johetett létre a FLAG peptid szekvenciaval. Az igy pFLAG-
M.SssIA1-nek nevezett plazmidok azonban metildltak voltak és nyers

kivonatban jelentds aktivitast mutattak.



N-terminalis 6xHis affinitasfarokkal ellatott variansok eloallitasa

A pFLAG-MAC vektorral parhuzamosan kiprobaltuk a pETHis fuzios
plazmidrendszert is. Létrehoztuk a pET3His-MSssl plazmidot, amely altal
kédolt SssI  metiltranszferdz N-termindlisan 6xHis affinitasfarkat hordoz.
Elkészitettiink tovabba egy olyan varianst is (pET3His-MSssl-74), amely a
MTéz génben a C368A, G386C mutaciokat hordozza.

Sajnos egyik fent emlitett konstrukci6 sem volt megfeleld, mert az enzimszint

tulsagosan alacsony volt ahhoz, hogy az enzimet kdnnyen hogenitasig tisztitsuk.

Cysl41Ser Kkatalitikusan inaktiv mutans eloallitaisa pFLAG-alapu

plazmidban

Egy katalitikusan inaktiv mutans 1étrehozasat azért tartottuk fontosnak,
mert nem volt vildgos, hogy a mar kész metildz varidnsokat miért nem voltunk
képesek megfeleld mértékben tultermeltetni. Azt feltételeztiik, hogy ennek oka a
nagy metilacios aktivitds volt, amely a sejtek szamara egy bizonyos szint utan
toxikussa valt. Helyspecifikus mutagenezissel létrehoztuk a C141S mutaciot. A
mutans enzimet hordozdé pFLAG-MSssIC141S plazmid a vartnak megfeleléen
nem volt metilalt, tehat a katalitikus cisztein szerinre cserélése inaktivalta az
enzimet. Bar SDS-poliakrilamid gélen megjelent a vart méretli enzim, de a
szintje nem volt jelentdsen nagyobb, mint a vad tipusu enzimé. Ugyanakkor
gélen azt is megfigyelhettiik, hogy a tobbi fehérje termelddése IPTG hozzaadasa
utan visszaszorult. A jelenség lehetséges magyardzata lehet, hogy az inaktiv
mutans metiltranszferaz megtartotta a DNS-hez vald affinitasat, amely a

replikacio gatlasdhoz vezetett.



A pBAD24 vector alapu FLAG-M.SssI plazmid 1étrehozasa

A pBAD24 plazmid a toxikus fehérjék klonozasara egyik leggyakrabban
promoter a felelds. A plazmid azért alkalmas toxikus gének klonozaséara, mert az
araBAD promoterrdl induld transzkripeid szintje induktor (L-arabindz) nélkiil
nagyon alacsony, ¢és ez a szint gliikoz hozzdadasdval (katabolitrepresszio)

tovabb csokkentheto.

Két plazmidot hoztunk Iétre, melyek altal kodolt M.SssI valtozatok a kovetkezd

N-terminélis nyulvannyal, illetve mutacioval rendelkeznek:

- pPBFL-MSssl-2 plazmid - N-terminalis részen: MVRTVD (a vektor polilinker
szekencidjabol adodo aminosavak) + MDY KDDDD (FLAG oktapeptid)

- pBFL-MSssl-74 plazmid - N-terminalis részen: MVRTVD (a vektor polilinker
szekenciajabol adodo aminosavak) + MDYKDDDD (FLAG oktapeptid),
C368A, G386C mutaciok

Mindkét metiltranszferaz varians tultermelését ¢és homogenitasig torténd

tisztitasat (Anti-Flag2-agar6z oszlopon) megoldottuk.

A C-terminalis 6xHis fazios M.SssI varians létrehozasa

Létrehoztunk egy olyan fuzids MTaz varianst is, amely egy C-
terminalisan elhelyezkedd 6xHis fiziés nyulvanyt hordoz. A (pBAD24 alapt)
pBFH-MSssI nevii plazmid a teljes sssIM gént tartalmazta a kovetkez6 tovabbi
jellemzokkel: N-terminalis FLAG oktapeptid, enterokinaz hasitohely és azt

kovetd cisztein, C-termindlis 6xHis-Cys fuzid, Cys368Ala mutacié. Ez a varians
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alkalmas arra, hogy a tiszta enzim enterokindzzal torténd hasitisa utdn N-
terminalis végalld ciszteint hozzunk 1étre. A fzios enzim tisztitdsat a Sigma cég
altal a FLAG-fuzios fehérjék tisztitisara javasolt protokoll szerint sikertilt

elvégezni.

Ser2Cys mutans eléallitasa pBFH-MSss| plazmidban

Ezt a varidnst abban a reményben készitettiikk, hogy az E.coli sejtben a
fehérjének az N-termindlis kezdd formilmetioninja lehasad, igy a fehérjénk az
aminosavcsere utan ciszteinnel fog kezdddni.

Létrehoztunk egy pBH-MSssl-nek nevezett plazmidot, amely a teljes Sssl
metiltranszferdz gént hordozta és a kovetkezd jellemzokkel rendelkezett: a
metilaz C-termindlis részén egy 6xHis-Cys fizids peptidet iiltettiink be, a fehérje
N-termindlis részét pedig ugy modositottuk, hogy a masodik pozicidban, a
kezdé metionin utdn, a szerin helyett cisztein kovetkezzen. A plazmid
mitkodOképes fuzids metiltranszferazt kddolt, amelyet heparin-agaréz és Ni-
agaroz affinitds oszlop segitségével tisztitottunk.

A munka soran végig problémat jelentett a metiltranszferazok toxicitasa.
Szamos esetben tapasztaltuk, hogy a sejtek fehérjetermelés indukcidja utan
elpusztultak. Ugy véljiik, hogy a toxicitasért valosziniileg a metilaz DNS-hez
valo kotddése a felelds. A sejt sajat DNS-e is szdmos CG felismerdszekvenciat
tartalmaz, amelyek mind potencidlis célpontok a metiltranszferdz szamara. A
toxicitds igy azzal magyardzhatd, hogy a megnovekedett enzimmennyiség
hatdséara a metilalhatd CG helyek telitddnek enzimek molekuldkkal, amelyek igy
fizikai gatat szabnak a sejt szamara létfontossagu gének atirodasainak, vagy a
replikéacionak.

A pBAD24 plazmid alapl konstrukciok sikerének az oka az lehet, hogy
ezeknél a plazmidoknal az araBAD operon szdbalyozasat igen szigori modon

lehet szabalyozni.
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